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II Abkürzungsverzeichnis  3HB  3-β-Hydroxybutyrat  AcAc  Acetoacetat  BDNF  Brain derived neurotrophic factor (deutsch: vom Gehirn stammender neurotropher Faktor)  CK  Creatinkinase  CK-MB herzmuskelspezifisches Isoenzym der Creatinkinase  CRP  C-reaktives Protein  CSF   Cerebrospinal Fluid (Liquor cerebrospinalis)  GFAP  Glial fibrillary acidic protein (deutsch: saures Gliafaserprotein)  IL-6  Interleukin 6  LDH  Lactatdehydrogenase  NSE  Neuronenspezifische Enolase  PMI  Postmortales Intervall  S100B  S100 Calcium-bindendes Protein B  SHT  Schädel-Hirn-Trauma  sTNFR1 Soluble Tumor Necrosis Factor Receptor 1 (deutsch: löslicher Tumornekrosefaktorrezeptor Typ 1)  TNF-α Tumornekrosefaktor-α     
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III Bibliografische Beschreibung  Lina Ramona Woydt Postmortale Stabilität forensisch relevanter biochemischer Parameter Universität Leipzig, kumulative Dissertation 63 Seiten, 78 Literaturangaben, 1 Abbildung, 2 kumulierte Publikationen  Referat  Postmortale biochemische Untersuchungen sind seit Jahrzehnten zunehmend Gegenstand rechtsmedizinischer Forschung, insbesondere zur Feststellung der Todesursache. Im Obduktionsalltag werden die verschiedenen Biomarker jedoch noch zurückhaltend eingesetzt, unter anderem aufgrund der bisher unzureichend erforschten Konzentrationsveränderungen ab dem Todeseintritt mit daraus resultierender Unsicherheit bezüglich der Wertung der Ergebnisse.  In der vorliegenden Studie wurden ausgewählte Biomarker für Nierenversagen, Ketoazidose, Mastzelldegranulation, Muskel- und Herzmuskelschädigung, Schädel-Hirn-Trauma und Entzündungsreaktion auf ihre postmortale Stabilität im Leichenblut hin untersucht.  Hierfür wurden bei 20 in der Zentralen Notaufnahme des Universitätsklinikums Leipzig verstorbenen Patienten jeweils direkt zum Zeitpunkt der Todesfeststellung sowie 2 Stunden, 24 Stunden und 48 Stunden nach Todeseintritt Blutproben mittels Femoralvenenpunktion gewonnen. Die Serumproben wurden laborchemisch analysiert, um eine basale früh-postmortale Entwicklung von 18 verschiedenen Biomarkern innerhalb eines Individuums nach dem Tod nachvollziehen zu können. Weiterhin erfolgte eine stichprobenartige Überprüfung der Probenstabilität nach mehrfachem Auftauen und Einfrieren der Asservate und dreifachen (Wiederholungs-)Messungen zur Feststellung der Anwendbarkeit klinischer Messmethoden.  Für den Großteil der untersuchten Marker wurde ein vom postmortalen Intervall abhängiger Konzentrationsanstieg nachgewiesen. Wenige weitere Marker zeigten einen leichten Konzentrationsabfall bei längerer Leichenliegezeit. Kritische Störgrößen der Laborergebnisse zeigten sich hinsichtlich Indices für postmortale Hämolyse und Lipolyse der Einzelproben. Bereits publizierte postmortale Grenzwerte wurden mit dem Fallgut validiert, nur selten zeigte sich ein Über- oder Unterschreiten der Grenzwerte erst im zeitlichen Verlauf.  Die Ergebnisse zeigen, dass die forensische Serumanalyse diverser Biomarker unter Berücksichtigung der postmortalen Konzentrationsverläufe als diagnostisches Mittel bei der Todesursachenfeststellung dienen kann. Aufgrund zahlreicher Qualitätseinflüsse kann und sollte sie nicht als alleinige Methode zur Feststellung der Todesursache eingesetzt werden.     
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IV Einleitung 1 Postmortale Biochemie in der Rechtsmedizin Die postmortale Biochemie oder Thanatochemie wird im Fachgebiet Rechtsmedizin primär zur Aufklärung von Todesursachen in Fällen genutzt, bei denen es keine wegweisenden morphologischen Befunde gibt. Auch wenn die mikro- und makroskopische Befunderhebung inzwischen Ergänzungen, beispielsweise durch radiologische Untersuchungen, erfahren hat, können funktionelle Störungen und Todesursachen (z. B. hormonell, rhythmogen, anaphylak-tisch) nach wie vor unzureichend nachgewiesen werden. Dies gab und gibt seit Jahrzehnten Anlass für intensiv durchgeführte Forschung im Bereich der postmortalen Biochemie [1–4]. Im Gegensatz zur klinischen Chemie, einer diagnostischen Hauptsäule der Patientenversor-gung, spielen die laborchemischen Untersuchungen jedoch bisher keine relevante Rolle in der postmortalen Routinediagnostik, obwohl biochemische Messungen von Körperflüssigkeiten in etwa 10% der Fälle eine Klärung natürlicher Todesursachen ermöglichen [3]. Dieser Befund-verzicht ist unter anderem damit zu erklären, dass viele Marker im Blut peri- und postmortalen Prozessen ausgesetzt sind und ihre Konzentrationen teils unvorhersehbaren Schwankungen unterliegen [5,6], da es während der Dekomposition unter anderem zur Schädigung der Zell-membranintegrität und Freisetzung verschiedener Moleküle in das Blutgefäßsystem und/ oder Extrazellularräume kommt [6]. Daher wurde in der Vergangenheit auf weniger kontaminations- und autolysebedrohte Medien, wie Glaskörperflüssigkeit, Liquor cerebrospinalis (cerebrospinal fluid, CSF) oder Herzbeutelflüssigkeit, zurückgegriffen [3]. Für diese Alternativmatrices gibt es keine oder nur wenige klinisch bekannte Grenzwerte. Auch wenn das Medium Blut per se zahlreiche Vorteile bietet [7], ist die unkritische Interpretation von Labormessungen allein anhand klinischer Normwerte bei postmortaler Probenentnahme unsachgemäß [5]. Es besteht für die sichere diagnostische Bewertung die Notwendigkeit der Kenntnis des frühpostmortalen Verhaltens sowie der Etablierung jeweiliger postmortaler Grenzwerte und Referenzbereiche.  Zahlreiche Studien untersuchten die Abhängigkeit verschiedener Biomarker vom postmortalen Intervall (PMI) überwiegend anhand von Einzelmessungen mit singulärer Probenentnahme bei bekanntem PMI. Reale Konzentrations-Zeit-Verläufe mittels wiederholter Messungen an einem Individuum wurden bisher nur vereinzelt bei Procalcitonin, Interleukin 6 (IL-6), C-reaktives Protein (CRP), Tryptase und Myoglobin ermittelt [8–12]. Die Wertung postmortaler Laborer-gebnisse sollte jedoch im Kontext von mit seriellen Messungen erstellten Daten erfolgen [13], sodass die vorliegende Arbeit zum Ziel hatte, mit wiederholten Messungen von in der Rechts-medizin verwendeten Serum-Biomarkern (siehe Abb. 1) im Oberschenkelvenenblut deren post-mortale in situ-Stabilität zu prüfen, um bestehende Interpretationsschwierigkeiten zu beheben.  
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                               Abbildung 1: Schematische Übersicht der in der Promotionsarbeit systematisch untersuchten Marker mit Darstellung der Syntheseorte bzw. in repräsentativen Organsystemen.   
◦ S100B ◦ GFAP ◦ NSE ◦ BDNF ◦ Myoglobin ◦ Troponin T ◦ CK ◦ CK-MB ◦ 3HB 
◦ Tryptase ◦ IL-6 ◦ CRP ◦ PCT ◦ Ferritin ◦ sTNFR1 ◦ LDH ◦ Harnstoff ◦ Kreatinin 
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2 Untersuchte Biomarker 2.1 Nierenversagen  Kreatinin ist ein Stoffwechselprodukt aus Kreatin und Phosphokreatin, welche sich als Energielieferanten zu mehr als 90% in der Skelettmuskulatur befinden. Hier kommt es zu einer nicht-enzymatischen irreversiblen Umwandlung von etwa 2% des Gesamtkreatins pro Tag zu Kreatinin, welches annähernd kontinuierlich aus den Muskelzellen heraus diffundiert [14]. Die Ausscheidung von täglich circa 1,5 g Kreatinin erfolgt über den Urin, wobei aufgrund des niedrigen Molekulargewichtes eine freie glomeruläre Filtration erfolgt. Da Kreatinin bei hohen Plasmakonzentrationen zusätzlich tubulär sezerniert werden kann und zudem abhängig von der Muskelmasse ist, herrscht eine gewisse laborchemische Unsicherheit mit einem sogenannten „kreatininblinden Bereich“, sodass sich eine Erhöhung der Kreatininkonzentration erst ab einer Reduktion der glomerulären Filtrationsrate auf unter 50% des Normwertes zeigt [15]. Harnstoff hingegen entsteht durch Abbau von Stickstoffverbindungen wie Aminosäuren und stellt somit ein Endprodukt des Proteinmetabolismus dar. Die Ausscheidung erfolgt ebenfalls überwiegend durch die Nieren [16]. Harnstoff wird frei filtriert, wobei sich aufgrund seiner guten Diffusionsfähigkeiten durch biologische Membranen, der Abhängigkeit vom Antidiuretischen Hormon und der Harnstoffkonzentration im Nierenmark innerhalb des Nephrons an unterschiedlichen Abschnitten verschiedene Konzentrationen des Biomarkers ergeben. Letztlich werden 50-80% der filtrierten Menge ausgeschieden, sodass sich bei einer Verminderung der glomerulären Filtrationsrate und damit eingeschränkten Nierenleistung ein Konzentrationsanstieg im Blut zeigt [15]. Für beide Nierenretentionsparameter gilt, dass sich erhöhte postmortale Werte vor allem bei klinisch relevanten Nierenschädigungen nachweisen lassen. In vorherigen Studien wurde fest-gestellt, dass sowohl Kreatinin als auch Harnstoff einige Tage postmortal relativ stabil bleiben [3,17,18]. Außerdem konnte beobachtet werden, dass sich beide Biomarker bei 25°C lage-rungsstabil verhalten und innerhalb von 72 h postmortal nur mit einem leichten Konzen-trationsanstieg gerechnet werden muss. Letzteres wird als Erklärung für die postmortal gering über den klinischen Grenzwerten liegenden Konzentrationen gewertet [17]. Als postmortale Schwellenwerte eines todesursächlichen Nierenversagens gelten in der forensischen Literatur für Harnstoff 200 mg/dl (entspricht 33,4 mmol/l) sowie für Kreatinin 4,5 mg/dl (entspricht 396 µmol/l) im Herzblut [19], wobei eine gute Korrelation zwischen Herzblut und peripher-venösem Blut besteht [13,17]. In der praktischen Anwendung ist eine kombinierte Bestimmung der Konzentrationen in Herzblut und CSF bei relativ guter Stabilität im CSF Standard [20]. 
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2.2 Ketoazidose 3-β-Hydroxybutyrat (3HB) bildet zusammen mit Aceton und Acetoacetat (AcAc) die Gruppe der Ketonkörper. Diese werden in der Leber synthetisiert und entstehen vermehrt bei einem gesteigerten Einstrom von Acetyl-CoA durch β-Oxidation von Fettsäuren [16, 21], insbesondere dann, wenn der Energiebedarf des Körpers aufgrund von Kohlenhydratmangel oder eingeschränkter Verwertungsmöglichkeit nicht mehr ohne Weiteres durch Glukose gedeckt werden kann [21]. Ein kleiner Teil des AcAc wird dabei irreversibel zu Aceton umgewandelt und ausgeschieden, der größere Teil zu 3HB reduziert, wobei AcAc und 3HB in dieser Form als Energielieferanten für verschiedene Organe dienen [16], insbesondere für das Gehirn [21]. Da 3HB und AcAc starke Säuren sind, kommt es bei einem übermäßigen Anstieg zur pH-Wert-Absenkung im Blut, es resultiert eine Ketoazidose [16]. Am häufigsten auftretend und gleichzeitig auch von rechtsmedizinischem Interesse finden sich derartige Zustände bei diabetischer oder alkoholischer Ketoazidose [21,22]. In bisherigen Studien mit Einzelmessungen von 3HB konnte kein signifikanter Einfluss des PMI auf die Serumkonzentrationen des Markers festgestellt werden [23,24], ebenso wenig nach längerer Lagerung bei -20°C [23] bzw. -80°C [25], wobei 3HB sich deutlich lagerungsstabiler zeigte als AcAc [25]. Für 3HB wurde ein postmortaler Grenzwert von 500 µmol/l vorgeschlagen und darunterliegende Werte seitdem als postmortal unauffälliger Befund gewertet [23]. Als todesursächlicher Grenzwert für eine letale alkoholische oder diabetische Ketoazidose wird in der forensischen Literatur eine 3HB-Konzentration von >2500 µmol/l angenommen [23].  2.3 Mastzelldegranulation  Tryptase ist eine Serinprotease, welche von Mastzellen sezerniert wird. Diese werden im Knochenmark gebildet und zirkulieren dann im Blut, um schließlich in verschiedenste Gewebe wie die Haut, Lungen, Mukosa und Submukosa zu migrieren, wo sie reifen und sich differenzieren. Sie werden bei immunologischen Prozessen aktiviert und entleeren hierbei ihre Granula, wobei unter anderem Tryptase freigesetzt wird. Die Funktion der Tryptase ist bis dato nicht vollständig geklärt, sie dient jedoch als Marker einer Mastzellaktivierung und als Indikator einer häufig zugrundeliegenden anaphylaktischen oder sonstigen allergischen Reaktion [26]. Da die morphologischen Veränderungen bei derartigen Reaktionen oft unspezifisch sind und die postmortale Diagnostik einer Anaphylaxie sich schwierig gestaltet, wurde Tryptase als forensischer Anaphylaxie-Marker intensiv erforscht [27]. 
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Dabei konnte wiederholt gezeigt werden, dass der klinische Grenzwert (11 µg/l) postmortal auch ohne vorangegangene anaphylaktische Reaktion regelhaft überschritten wird [10,28,29]. Mehrfach wurden postmortale Tryptase-Grenzwerte präsentiert, wobei meist der Wert von 44,3 µg/l von Edston et al. verwendet wird [28], zumal auch andere Autoren ähnliche Grenzwerte anregten [30]. Eine systematische Metaanalyse ergab als postmortalen Grenzwert im Leichen-serum 30,4 µg/l [27]. Hierbei bestand jedoch die Limitation, dass als Untersuchungsmatrix nicht einheitlich Oberschenkelvenenserum in den Studien genutzt wurde. Daraufhin wurde erst kürzlich unter Mitarbeit unserer Arbeitsgruppe ein Tryptase-Normalwert im Oberschenkel-venenserum von <23 µg/l durch Analyse von 120 Serumproben nicht-anaphylaktischer Todes-fälle berechnet [29]. Bei einigen Tryptase-Studien erfolgten vereinzelt mehrfache postmortale Probenentnahmen. Hier waren bei tödlicher Anaphylaxie die Tryptase-Konzentrationen initial stark erhöht und sanken dann ab, wenn auch etwas langamer als bei Lebenden [10]. Zuvor wurde bei nicht-anaphylaktischen Todesfällen mittels Einteilung in aufsteigende PMI ein proportionaler Konzentrationsanstieg im Zeitverlauf beobachtet [31], während andere Autoren einen solchen statistisch signifikanten Zusammenhang nicht nachweisen konnten [29,30,32].  2.4 Muskel- und Herzmuskelenzyme Myoglobin ist ein zytoplasmatisches Hämoprotein, welches in Skelett- und Herzmuskulatur vorkommt und eine Speicherfunktion für Sauerstoff übernimmt. Weiterhin realisiert Myoglobin den Transport zwischen Zellmembranen und Mitochondrien über reversible Sauerstoff-bindungen [33]. Da Myoglobin ausschließlich in muskulärem Gewebe vorkommt, zeigt der Nachweis im Serum eine allgemeine Muskelzellschädigung an. In der Herzinfarktdiagnostik ist vor allem ein negatives Messergebnis von Bedeutung, da Myoglobin bei einer Myokard-schädigung schnell freigesetzt wird und damit sehr sensitiv reagiert [34]. Eine Erhöhung der Serumkonzentrationen ist daher bei Herz- und Skelettmuskelschädigungen unterschiedlichster Genese, so beispielsweise auch bei Elektrounfällen, theoretisch erwartbar [12]. Troponin stellt ein muskuläres Strukturprotein dar und besteht aus drei Untereinheiten, wobei Troponin T die Verbindung zwischen Aktin und Tropomyosin herstellt. Bei Aktivierung kommt es calciumgesteuert zu einer Konformationsänderung des Troponin-Komplexes mit Weiterlei-tung an Tropomyosin, was letztendlich eine Myosin-Aktin-Interaktion und damit eine Kontrak-tion ermöglicht [15]. Beim Absterben von Kardiomyozyten, beispielsweise infolge eines Herzinfarktes [16] oder bei Herzkontusion [35], wird unter anderem kardiales Troponin T in das Blut freigesetzt, welches vorrangig zur Herzinfarktdiagnostik eingesetzt wird, wobei falsch-positive Ergebnisse nur selten vorkommen [16]. Da unmittelbar nach Beginn eines kardialen 
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Ereignisses die Sensitivität bei konventioneller Troponinbestimmung unzureichend ist, wurden hochsensitive Assays entwickelt, welche die Detektion eines akuten Myokardinfarkts innerhalb von drei Stunden nach Einsetzen der Symptomatik ermöglichen sollen [36]. Creatinkinase (CK) ist ein Enzym, welches als Katalysator für die Reaktion zwischen Creatin und Adenosintriphosphat sowie Creatinphosphat und Adenosindiphosphat dient und damit eine entscheidende Rolle für den allgemeinen Muskelstoffwechsel einnimmt. Bei Läsionen von Muskelgewebe lässt sich im Serum eine erhöhte CK-Aktivität nachweisen. Da die CK aus mehreren gewebsspezifischen Untereinheiten besteht, können anhand einer Bestimmung der Isoenzymvarianten Rückschlüsse auf den geschädigten Gewebetyp gezogen werden. Die MB-Form stellt dabei das herzmuskelspezifische Isoenzym (CK-MB) dar [16].  Für Myoglobin erfolgten bereits vor Jahrzehnten wenige intraindividuelle serielle Messungen mit Feststellung von postmortal stark ansteigenden Konzentrationen, wobei diese im Herzblut durchgeführt wurden [12,37]. Anhand von Einzelentnahmen konnte ein postmortaler Anstieg von Myoglobin in Herz- und Oberschenkelvenenblut festgestellt werden [38]. Durch veterinär-pathologische Untersuchungen war dabei kein Konzentrationsunterschied zwischen arteriellen und venösen Femoralproben nachzuweisen [38]. Die postmortalen Konzentrationen von Troponin T waren ebenfalls gegenüber klinischen Messbereichen stark erhöht [39], wobei an einer nicht näher präzisierten Anzahl von Verstorbenen serielle Messungen durchgeführt worden waren, die Troponin T für ein PMI-Zeitfenster von drei Tagen als relativ stabil und unbeeinflusst vom PMI beschrieben [39]. Andere Arbeiten wiesen schon einen deutlich früheren Konzentrationsanstieg in Abhängigkeit vom PMI nach [40]. González-Herrera et al. untersuchten als erste postmortal kardiales Troponin T mit einem hochsensitiven Assay und konnten zwar gegenüber klinischen Proben deutlich erhöhte Konzentrationen nachweisen, stellten jedoch keine Unterschiede bei einem PMI <12 Stunden und >12 Stunden fest, sodass sie Troponin T als für zumindest 34 Stunden nach Todeseintritt (von der Autorengruppe in jener Studie längstes untersuchtes PMI) stabil deklarierten. Hier wurde als postmortaler Grenzwert für kardiales Troponin T im Serum ein Wert von 250 ng/l angegeben [36]. Palmiere et al. konnten für hochsensitives Troponin T keinen signifikanten Konzentrationsunterschied zwischen ante- und postmortalen Serumproben bei einem PMI bis 24 Stunden feststellen, ebenso keinen Einfluss einer zuvor stattgehabten Reanimation [6]. Weiterhin zeigte sich in dieser Schweizer Studie kein Konzentrationsunterschied zwischen Gruppen mit einem PMI von 24 bzw. 48 Stunden, sodass eine Stabilität von bis zu zwei Tagen nach Todeseintritt diskutiert wurde. Danach kam es zu starken Konzentrationsanstiegen [6]. Da auch eine Herzkontusion als 
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Auslöser einer Herzenzym-Freisetzung in Betracht zu ziehen ist, hatten sich bereits andere postmortale Studien der Frage gewidmet, wie eine stattgehabte Herzdruckmassage die Herzenzym-Freisetzung beeinflusst und ergaben bisher keine signifikanten Veränderungen der Herzenzymkonzentration durch entsprechende Brustkorbkompressionen unter Reanimation [35,41]. Für CK-MB ließ sich wiederholt ein postmortaler Konzentrationsanstieg im Serum feststellen [41,42], sodass dieser Parameter im Serum aktuell keine Differenzierung zwischen kardialen und nicht-kardialen Todesursachen ermöglicht [43].  2.5 Schädel-Hirn-Trauma S100 Calcium-bindendes Protein B (S100B) ist ein Schädel-Hirn-Trauma (SHT)-Marker, welcher vor allem in Astrozyten und Schwann-Zellen vorkommt [44], wobei er in geringerer Konzentration auch in anderen Zellen, wie Adipozyten oder Muskelzellen [45], exprimiert wird. Intrazellulär wirkt S100B unter anderem an der Signalübermittlung, einer Regulation von Enzym-Aktivitäten sowie der Kalzium-Homöostase mit. Bei Freisetzung in den Extrazellular-raum wirkt S100B neuroprotektiv und -regenerativ, bei höheren Konzentrationen jedoch auch neurotoxisch [46]. Aufgrund seiner hohen Sensitivität findet S100B zunehmend klinischen Einsatz zur biochemischen Detektion einer Hirnschädigung. So wurde der Marker bereits in den Skandinavischen Leitlinien in der Behandlung eines milden SHT als Initialdiagnostik zur Reduktion der Strahlenbelastung einer CT-Untersuchung vorgeschlagen [47]. Das Saure Gliafaserprotein (Glial fibrillary acidic protein, GFAP) ist ein Strukturprotein der Astrozyten und wichtiger Bestandteil ihres Zytoskeletts, wobei es aufgrund seines Vorkommens weitgehend exklusiv in Astroglia exprimiert wird [44]. Ein Konzentrationsanstieg im Serum tritt dementsprechend bei einer Schädigung des Zentralen Nervensystems auf. Es wird zur Detektion verschiedenster neurologischer Pathologien sowie zur prognostischen Abschätzung bei Patienten nach Herzstillstand oder Wiederbelebungsmaßnahmen genutzt. Für SHT wird es in der Literatur aktuell als der „robusteste“ Biomarker bezeichnet [45].  Die neuronenspezifische Enolase (NSE) ist ein Enzym, welches unter anderem in zentralen und peripheren Neuronen sowie in neuroendokrinen Zellen vorkommt und als Katalysator bei der Glykolyse dient. Ferner wird vermutet, dass es inflammatorische sowie neurotrophe Aktivitäten reguliert [48]. Nach einem SHT konnten erhöhte Konzentrationen des Markers im Blut festgestellt werden [45]. Da NSE auch in Erythrozyten und Thrombozyten exprimiert wird, unterliegen die Laborergebnisse einem relevanten Hämolyse-Einfluss, sodass klinisch die Anwendung eines sog. Hämolyse-Korrekturfaktors diskutiert wurde [49]. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) ist ein Neurotrophin, welches entscheidend für die 
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Differenzierung und das Überleben von Neuronen ist. Entsprechend kommt es bei Störungen im BDNF-Gen gehäuft zum Auftreten neurodegenerativer Erkrankungen [50]. Exprimiert wird es von verschiedenen Neuronen-Subtypen sowohl im zentralen als auch peripheren Nerven-system [50]. Aufgrund seiner Funktionen kann es eine prädiktive Rolle bei stattgehabten SHT einnehmen und bietet klinisch einen diagnostischen und prognostischen Hinweis im Hinblick auf das Outcome eines Patienten [51].  Für S100B konnte bereits gezeigt werden, dass ein Einfrieren der Proben bei -80 °C und Messung nach Auftauen das Ergebnis nicht beeinflusst [52]. Weder in vivo noch in vitro konnte ein Einfluss der Hämolyse auf die S100B-Konzentrationen festgestellt werden [53]. Zumindest bis zwei Tage nach dem Tod wurde keine Abhängigkeit der S100B-Konzentration vom PMI festgestellt [54,55], wenngleich die ermittelten Werte die bekannten Messbereiche aus der Klinik überstiegen [54,56]. Sieber et al. konnten nachweisen, dass im Gegensatz zum klinischen Setting postmortal anhand der Serumkonzentration keine Differenzierung zwischen SHT-Sterbefällen und Kontrollfällen möglich war [55]. Für klinisch gewonnene Proben konnte für NSE nachgewiesen werden, dass dieses zumindest innerhalb eines Zeitraumes von neun Monaten bei -80 °C lagerungsstabil geblieben waren [57]. In postmortalen Studien zeigte sich eine starke Abhängigkeit vom Grad der Hämolyse sowie dem PMI [53–55]. Klinisch eingesetzte Korrekturfaktoren bei Hämolyse [49] konnten bisher nicht auf das postmortale Setting übertragen werden [54]. Bei Lebenden wurde gezeigt, dass GFAP mindestens drei Tage lang bei Lagerung der Blutproben bei 4°C stabil geblieben war und auch ein bis zu 4-maliges Einfrieren und Auftauen der Proben die Konzentrationen nicht relevant beeinflusste [58]. Für diesen Astrozyten-Marker war von unserer Arbeitsgruppe ein postmortaler Grenzwert von  >0,91 ng/ml in Serum vorgeschlagen worden, um ein SHT anhand der Konzentration im Leichenserum zu identifizieren [59]. Für BDNF-Bestimmungen zeigte eine Probenlagerung bis 48 h, dass sich sowohl für Kühlschrank- (4 °C) als auch Raumtemperatur (25 °C) keine Beeinflussung der Stabilität in Serumproben lebender Patienten ergeben hatte [60]. Allerdings erwies sich BDNF im Leichenserum bisher ohne diskriminativen Nutzen bei der Differenzierung verschiedener Todesursachen [59].  2.6 Inflammation Interleukin 6 (IL-6) stellt als Teil der körpereigenen Abwehr ein proinflammatorisches Zytokin dar, welches von zahlreichen Zellen wie aktivierten T-Zellen, Makrophagen, Mastzellen oder Endothelien im Rahmen eines Abwehrgeschehens sezerniert wird [15]. Der Entzündungs-
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mediator ist auch für eine erhöhte Antikörperproduktion durch B-Lymphozyten verantwortlich [61] und stimuliert das Wachstum von B- und T-Lymphozyten sowie Makrophagen. IL-6 kann Fieber verursachen, dessen Höhe mit der Konzentration des Zytokins korreliert, und die Leber zur Synthese von Akute-Phase-Proteinen anregen [15]. Trotz seines Status als unspezifischer Entzündungsmediator wird es als Verlaufs- und Prognoseparameter genutzt, da es den frühen Grad einer systemischen Entzündung bzw. Organschädigung widerspiegeln kann [15]. Das C-reaktive Protein (CRP) ist ein Plasmaprotein, welches als Akute-Phase-Protein in der Leber synthetisiert wird. Als Reaktion auf Gewebeschädigungen oder -verletzungen kann sich dabei die CRP-Konzentration innerhalb weniger Stunden um ein Vielfaches erhöhen. Das multifunktionale Protein hat insbesondere die Aufgabe, Bakterienoberflächen, Körperzell-fragmente oder modifizierte Lipoproteine zu opsonieren und damit einer Phagozytose zuzuführen. Bei schweren bakteriellen Entzündungen kann CRP bis auf das 100-fache [16] oder sogar darüber hinaus erhöht sein [61]. Procalcitonin ist ein Glykoprotein und eine Vorstufe des Hormons Calcitonin [61]. Es wird in den C-Zellen der Schilddrüse gebildet und bei Infektionen zusätzlich durch extrathyroidale Zellen produziert [16]. Insbesondere bei bakteriellen Infektionen und septischen Krankheitsbildern ist ein hoher Anstieg des Parameters zu verzeichnen, sodass der klinische Nutzen in der Diagnostik und dem Therapiemonitoring schwerer entzündlicher Erkrankungen liegt [62]. Zusätzlich können andere Arten von Gewebsschädigung einen Anstieg von Procalcitonin bewirken, wie beispielsweise operative Eingriffe, schwere Traumata, Verbrennungen oder Schockgeschehen. Die hierbei gemessenen Markerlevel erreichen jedoch selten das Ausmaß der Konzentrationserhöhung wie bei septischen Zuständen [61]. Das Eisenspeicherprotein Ferritin stellt einen weiteren Vertreter der positiven Akute-Phase-Proteine dar. Nach Resorption von Eisen im Gastrointestinaltrakt wird dieses in Epithelzellen an Ferritin gebunden [15]. Da Eisen eine Schlüsselkomponente für zahlreiche metabolische Prozesse darstellt, ist es auch für infektiöse Organismen ein notwendiges Element und wird zum Schutz vor diesen durch die Bindung an Ferritin aus der freien Blutbahn entfernt [63].  Der lösliche Tumornekrosefaktorrezeptor Typ 1 (Soluble Tumor Necrosis Factor Receptor 1, sTNFR1) ist ein in der Blutbahn zirkulierender Rezeptor des Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und ein Vertreter der antiinflammatorischen Zytokine. Er stellt einen „Gegenspieler“ des proinflammatorischen TNF-α dar, indem er dieses in höheren Konzentrationen bindet und eine Aktivierung von zellgebundenen TNF-α-Rezeptoren verhindert, welche zu einer fortschreitenden inflammatorischen Antwort führen würden [64]. In klinischen Studien zeigten sich erhöhte Konzentrationen von sTNFR1 bei verletzten Patienten korrelierend mit 
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Komplikationen im Verlauf [64] sowie bei hoher Aktivität entzündlicher Erkrankungen [65]. Die Lactatdehydrogenase (LDH) ist ein Enzym des Energiestoffwechsels und kommt in verschiedenen Isoformen in allen Körperzellen vor [16]. Die LDH ist kein klassisches Akute-Phase-Protein. Die Konzentration im Blut ist physiologisch relativ niedrig, zeigt jedoch im Rahmen eines Konzentrationsanstiegs einen unspezifischen Zellzerfall an und wird heute vor allem zur Bestätigung hämolytischer Zustände und als Tumormarker genutzt [66].  Für IL-6 wurden durch Tsokos et al. bereits serielle postmortale Messungen bei septischen Patienten durchgeführt, und trotz eines Konzentrationsanstieges bei steigendem PMI wurde ein in der Praxis akzeptierter postmortaler Grenzwert von 1500 pg/ml zur Detektion einer Sepsis etabliert [9]. Anderen Autoren war eine laborchemische Diskriminierung zwischen septischen und anderen nicht-entzündlichen Todesfällen nicht gelungen [67]. CRP gilt als zuverlässiger postmortaler Laborparameter [2] mit einem postmortalen Grenzwert von 10 mg/l [9,68]. Eine aktuelle Studie konnte keinen signifikanten Unterschied von ante- zu postmortalen Serum-konzentrationen (bei postmortaler Messung im Herzblut, PMI bis 80 Stunden) nachweisen [69]. Während einige Autoren bei Einzelmessungen von CRP keine Abhängigkeit der Konzentration zum PMI nachvollziehen konnten [18,70–72], zeigten andere Arbeitsgruppen ein Absinken von ante- zu postmortalen Werten [73] und auch im weiteren postmortalen Verlauf [9]. Daraufhin wurde ein Modell zur mathematischen Rückrechnung auf den antemortalen Wert mittels Regressionsanalyse entwickelt [9]. Zudem war die Gefrierstabilität des Markers CRP bereits in der Vergangenheit nachgewiesen worden [73]. In der Literatur wird Procalcitonin als geeignetster postmortaler Sepsis-Marker aufgrund seiner hohen Zuverlässigkeit angegeben [61,67]. In einer Kohorte von 25 Sepsis-Todesfällen zeigte sich keine Korrelation zwischen der Markerkonzentration und dem PMI [74]. Demgegenüber zeigte eine andere Studie mit seriellen Probenentnahmen ein postmortales Absinken der Konzentration im Zeitverlauf als Folge der Proteolyse [75]. Eine Procalcitonin-Bestimmung wird aktuell bis zu einem PMI von 140 Stunden als aussagekräftig bewertet [8]. Dabei wird im postmortalen Setting meist ein Grenzwert von 2,0 µg/l akzeptiert [68,74], welcher seine Bestätigung auch unter Anwendung von „tableside tests“ erfuhr [76], zumal der Marker auch bei wiederholtem Einfrieren und Auftauen stabil bleibt [77]. Ferritin zeigte postmortal Konzentrationsunterschiede zwischen letalen SHT-Fällen und Kontrollen, aber einen generellen moderaten PMI-abhängigen Konzentrationsanstieg im Serum [78]. Die Marker sTNFR1 und LDH zeigten postmortal in Abhängigkeit vom PMI und Hämolyse-Index der Proben ansteigende Serumkonzentrationen [78].  
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V Ableitung der Rationale  Bis dato haben biochemische Untersuchungen keinen Einzug in die postmortale Routinediagnostik gefunden, vor allem, da nach wie vor Unsicherheiten bezüglich der Stabilität der unterschiedlichen Marker und der somit potentiell eingeschränkten Aussagekraft von Messergebnissen bestehen. In der vorliegenden prospektiven Untersuchung wurden daher folgende Fragestellungen bearbeitet: 1. Lassen sich die ausgewählten Laborparameter in stabile und instabile Biomarker bei einem PMI <48 Stunden kategorisieren? 2. Sind bereits publizierte postmortale Grenzwerte der Marker zuverlässig in der forensischen Routine nutzbar? 3. Sind die Messergebnisse klinisch eingesetzter Labormethoden auch für postmortale Proben bei Mehrfachbestimmungen reproduzierbar? 4. Gibt es relevante Konzentrationsveränderungen der Einzelmarker bei Messungen nach wiederholtem Einfrieren bei -80 °C und Auftauen der Proben? 5. Zeigen sich signifikante Einflüsse der Probenqualität auf die Messergebnisse der einzelnen Marker in Hinblick auf übliche Probenindices?     
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VII Zusammenfassung  Kumulative Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades „Dr. med.“ Promotionstitel: Postmortale Stabilität forensisch relevanter biochemischer Parameter eingereicht von: Lina Ramona Woydt angefertigt an der:      Universität Leipzig;          Medizinische Fakultät         Institut für Rechtsmedizin betreut von:  Prof. Dr. med. Jan Dreßler    PD Dr. med. Benjamin Ondruschka Leipzig, September 2020    1 Hintergrund Bei rechtsmedizinischen Untersuchungen zur Todesursachenfeststellung werden vor allem morphologische Befunde erhoben, wobei die zentralen Bestandteile die äußere und innere Leichenschau sind. Ergänzend stehen analog zur klinischen Patientenversorgung zahlreiche supplementäre Untersuchungsmethoden zur Verfügung, wenngleich die Übertragbarkeit klinischer Grenzwerte für Labormessungen und deren Anwendung auf das postmortale Setting deutlich eingeschränkt sind. Insbesondere biochemische Messungen von Laborparametern in verschiedensten Körperflüssigkeiten, welche im Rahmen gerichtlicher Obduktionen asserviert werden, finden nicht standardisiert statt, da in zahlreichen Voruntersuchungen relevante Einflüsse von Autolyse (enzymatische Zersetzung von innen) sowie Verwesung und Fäulnis (aerobe bzw. anaerobe Zersetzungsprozesse) auf die Konzentrationen diverser Marker festgestellt werden mussten. Vorwiegend bei funktionellen Todesursachen fehlen häufig morphologisch wegweisende Befunde, sodass sich hier eine bisher nicht ausreichend erforschte diagnostische Lücke ergibt.  Eine Auswahl an vielversprechenden postmortalen Biomarkern für Nierenversagen, Ketoazidose, Mastzelldegranulation, Muskel- und Herzmuskelschädigung, Schädel-Hirn-Trauma und Entzündungsreaktion wurde bereits intensiver betrachtet, bisher jedoch nicht systematisch auf ihre intraindividuelle Stabilität in Abhängigkeit vom postmortalen Intervall (PMI) hin überprüft. 
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2 Fragestellungen In der vorliegenden prospektiven Untersuchung wurden daher folgende Fragestellungen bearbeitet: 1. Lassen sich die ausgewählten Laborparameter in stabile und instabile Biomarker bei einem PMI <48 Stunden kategorisieren? 2. Sind bereits publizierte postmortale Grenzwerte der Marker zuverlässig in der forensischen Routine nutzbar? 3. Sind die Messergebnisse klinisch eingesetzter Labormethoden auch für postmortale Proben bei Mehrfachbestimmungen reproduzierbar? 4. Gibt es relevante Konzentrationsveränderungen der Einzelmarker bei Messungen nach wiederholtem Einfrieren bei -80 °C und Auftauen der Proben? 5. Zeigen sich signifikante Einflüsse der Probenqualität auf die Messergebnisse der einzelnen Marker in Hinblick auf übliche Probenindices?  3 Material und Methoden Vor Beginn der Studie wurde ein positives Votum der Ethikkomission der Universität Leipzig, Medizinische Fakultät, für die prospektive Arbeit eingeholt (Aktenzeichen: 388/15-ek).  Über zwölf Monate erfolgten serielle Blutprobenentnahmen mittels Femoralvenenpunktion von 20 in der Notaufnahme des Universitätsklinikums Leipzig verstorbenen Patienten zu jeweils vier vordefinierten Zeitpunkten nach Studieneinwilligung der nächsten Angehörigen.  Die erste (=T0, Median 3 Minuten) und zweite (=T1, Median 2 Stunden) Blutprobenentnahme erfolgten in der Zentralen Notaufnahme des Universitätsklinikums Leipzig, die nachfolgenden Punktionen (=T2, Median 1 Tag; =T3, Median 2 Tage) fanden nach Überstellung und Kühlung des Leichnams bei 4 °C im Institut für Rechtsmedizin statt. Nach der Blutentnahme wurden die Proben für 10 Minuten bei 5000 Umdrehungen/min zentrifugiert, der separierte Überstand wurde aliquotiert und bei -80 °C bis zur Messung tiefgefroren. Exemplarisch (n=4) wurde die Gefrierstabilität durch drei wiederholte Einfrier-Auftau-Zyklen überprüft. Die Intra-Assay-Präzisionen der einzelnen Markerkits wurden durch Triplikatmessungen (n=4) evaluiert. Die Studiengruppe bestand aus sechs verstorbenen Frauen und 14 Männern, deren Alter zum Sterbezeitpunkt zwischen 29 und 98 Jahren lag (Median 70,5 Jahre). 18 dieser Individuen waren vor Todeseintritt reanimiert worden. In der Hälfte aller Fälle (n=10) war eine gerichtliche Obduktion angeordnet und durchgeführt worden.  
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Die laborchemischen Messungen erfolgten mit validierten und kommerziell verfügbaren Marker-spezifischen Immunoassays von Roche Diagnostics (Mannheim, Deutschland; Kreatinin, Harnstoff, Myoglobin, hochsensitives Troponin T, S100B, NSE, IL-6), B·R·A·H·M·S GmbH as part of Thermo Fisher Scientific (Hennigsdorf, Deutschland; Procalcitonin), Wako Chemicals (Neuss, Deutschland; 3HB), Phadia (Uppsala, Schweden; Tryptase) und Randox Laboratories (Crumlin, Großbritannien; GFAP, BDNF, sTNFR1). Turbidimetrische Assays (CRP, Ferritin), UV-Tests (CK, CK-MB) und Absorptionstests (LDH) wurden mit Laborutensilien von Roche Diagnostics durchgeführt. Zusätzlich wurden bei jeder Serumprobe die Qualitätsindices (Hämolyse-Index, Lipämie-Index und Ikterus-Index) analysiert. Die statistischen Auswertungen wurden mit gängigen Tests (Spearman Korrelation, Shapiro-Wilk-Test, lineares gemischtes Regressionsmodell, Friedmann-Test und post hoc-Analysen) bei festgelegtem Signifikanzniveau von p<0,05 durchgeführt.  4 Ergebnisse Die postmortalen Veränderungen der Blutproben selbst sind durch ansteigende Indices von Hämolyse und Lipolyse (jeweils p<0,001) bei weitgehend stabilem Ikterus-Gehalt (p=0,137) charakterisiert. Von den getesteten 18 Markern ließen sich dabei bei 15 signifikante Einflüsse durch den Hämolyse-Index erkennen, 14 wurden signifikant durch den Lipämie-Index beeinflusst und nur drei Marker zeigten signifikante Abhängigkeiten durch den Ikterus-Index. Die Marker BDNF und IL-6 erfuhren keine Veränderungen durch einen der drei Indices. Die wiederholten Blutprobenentnahmen zeigten bei Darstellung der Medianwerte drei verschiedene postmortale Konzentrationsverläufe. Die meisten der Marker (alle Marker für Nierenversagen, Ketoazidose, Mastzelldegranulation, Muskel-/ Herzmuskelenzyme sowie S100B, NSE, Ferritin, sTNFR1, LDH) ließen signifikante Konzentrationsanstiege zwischen T0 und T3 erkennen. Signifikant absinkende Werte zeigte nur Procalcitonin, wobei CRP eine vergleichbare Tendenz aufwies. Die Medianwerte von CRP, GFAP, BDNF und IL-6 erfuhren keine statistisch signifikanten Änderungen, auch wenn deren Streubreite bei Betrachtung der Interquartilenabstände zunahm. Zwischen T0 und T1 wurden für keinen der 18 getesteten Marker signifikante Veränderungen festgestellt. Klinische Grenzwerte wurden bei zahlreichen Biomarkern fast regelhaft überschritten, was aufgrund der genannten postmortalen Veränderungen nicht überraschte. Nur die Harnstoff-Messwerte erreichten in keiner der 80 Einzelproben den postmortalen Grenzwert. Bei den anderen Markern zeigten sich in Einzelfällen Überschreitungen bereits vorgeschlagener 
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Grenzwerte (Kreatinin, n=2; 3HB, n=2; Tryptase, n=1, GFAP, n=2; IL-6, n=4; CRP, n=5; Procalcitonin, n=1). Bei Troponin T hingegen fand eine mindestens einmalige Überschreitung in fast der Hälfte der Fälle (n=9) statt.  Bei Dreifachmessungen individueller Proben (n=4) zeigte sich für 17 Marker, dass die Messergebnisse reproduzierbar waren und sich keine relevanten Abweichungen ergaben, welche gegen die Anwendung klinischer Messmethoden sprechen würden. Eine Ausnahme stellte hier der Biomarker BDNF mit teils starken Schwankungen im postmortalen Probenmaterial dar, so dass die Messung dieses Markers mittels des verwendeten Immunoassays kritisch erscheint. Durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen (n=4) wurde nachgewiesen, dass Parameter mit hohen Messwerten nach dem ersten Zyklus einen Anstieg der Serumkonzentration zeigten, nach dem zweiten Temperaturzyklus dann eine weitgehende Angleichung an den Ausgangswert erfuhren beziehungsweise umgekehrt. Dies zeigte, dass die Proben von den Lagerungstemperaturen beeinflusst werden, ohne prädiktiv vorhersagen zu können, mit welchem Konzentrationsgradienten. Verglichen mit den PMI-bedingten Probenveränderungen waren die temperaturabhängigen Konzentrationsschwankungen hingegen gering(er) ausgeprägt. Eine Ausnahme bildete hierbei sTNFR1, welches deutlichere Abweichungen nach den Auftaurhythmen als die restlichen Marker zeigte.  Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das länger werdende PMI den erwartungsgemäß bedeutendsten Einfluss auf die verschiedenen Markerkonzentrationen hatte. Generell ist daher eine frühestmögliche Probenentnahme anzustreben. Wenn die postmortale Kinetik der einzelnen Marker bei der Bewertung der Serummesswerte berücksichtigt wird, kann die postmortale Biochemie diagnostisch wertvolle Erkenntnisse liefern, die die morphologische Todesursachenfeststellung ergänzen und darüber hinaus auch fatale funktionelle Pathomechanismen widerspiegeln können.  
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5 Schlussfolgerungen In Bezug auf die formulierten Fragestellungen ergeben sich aus den präsentierten Ergebnissen folgende Thesen:  1. Im postmortalen Serum sind die Biomarker GFAP, BDNF, IL-6 und CRP innerhalb von  48 Stunden nach Todeseintritt als stabil zu bewerten. Trotz mäßiger Konzentrationsveränderungen sind bei vergleichsweise regelhaftem Anstieg bzw. Absinken der Serumwerte die Marker Procalcitonin, sTNFR1, Kreatinin, Harnstoff, 3HB und Tryptase prädiktiv verwendbar. Bei hochgradigen postmortalen Veränderungen der Marker S100B, NSE, Ferritin, LDH, Myoglobin, Troponin T, CK und CK-MB im Leichenserum erreichen diese aufgrund ihrer Instabilität keine diagnostische Bedeutung.  2. Vorhandene postmortale Grenzwerte sind für die Serumanalytik des Leichenmaterials deutlich besser geeignet als klinische Grenzwerte. Postmortale Schwellenwerte werden mehrheitlich zu allen Zeitpunkten entweder konsequent unter- oder überschritten und sind nicht relevant von der postmortalen Kinetik bestimmt. Einzig der postmortale Grenzwert für Troponin T erwies sich in der vorliegenden Studie als ungeeignet.  3. Postmortale Serumproben können auch mit für den klinischen Bereich etablierten Labormethoden valide untersucht werden, sodass Einmalbestimmungen zuverlässige Ergebnisse liefern und auch unter ökonomischen Gesichtspunkten für die forensische Anwendung empfohlen werden können. Allein Serum-Einzelbestimmungen von BDNF mittels Immunoassays zeigen keine validen Ergebnisse und sind nicht zu empfehlen.  4. Ein mehrfaches Einfrieren und Auftauen von Einzelproben ist bei vergleichsweise geringen Konzentrationsveränderungen ein geeignetes Mittel im diagnostischen Verlauf, um im Bedarfsfall auch eine postmortale Analytik in Partnerlaboren oder die Durchführung von Zweit-/ Kontrolluntersuchungen durchzuführen. Lediglich sTNFR1 ist für ein mehrmaliges Einfrieren nicht geeignet. 5. Fast alle untersuchten Marker unterliegen signifikanten Abhängigkeiten von postmortalen Veränderungen der Serumproben in Bezug auf den Hämolyse-, Lipämie- und Ikterus-Index. Diese autolytischen Veränderungen der Messproben sind nicht beeinflussbar, hängen jedoch vom PMI ab und determinieren die Qualität der Laborergebnisse relevant, sodass eine möglichst zeitnahe Serumentnahme erfolgen sollte.   
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IX Anlagen  1. Messwerte:   Konzentrationen in Serum     T0 T1 T2 T3 Kreatinin (µmol/l) Median 125 135 199 211   IQR 81 48 65 48 Harnstoff (mmol/l) Median 7,2 7,0 8,6 9,2   IQR 8,0 6,7 8,0 10 3-β-Hydroxybutyrat (µmol/l) Median 136 153 172 186   IQR 100 87 146 139 Tryptase (µg/l) Median 6,0 6,0 8,3 8,8   IQR 4,7 4,0 5,3 5,4 Myoglobin (µg/l) Median 640 1.206 13.775 30.000   IQR 2.216 1.971 27.351 25.579 Troponin T (pg/ml) Median 91 113 135 213   IQR 306 472 401 622 Creatinkinase (µkat/l) Median 2,6 3,3 64 536   IQR 4,0 5,7 251 922 Creatinkinase-MB (µkat/l) Median 1,3 0,9 5,7 28   IQR 1,7 1 6,5 46 Protein S100B (µg/l) Median 2,7 2,6 17 145   IQR 4,1 4,7 54 229 Saures Gliafaserprotein (ng/ml) Median 0,18 0,22 0,36 0,34   IQR 0,24 0,43 0,35 0,42 Neuronenspezifische Enolase  Median 29 22 117 242  (µg/l) IQR 42 27 176 313 Brain-Derived Neurotrophic Factor  Median 2.219 3.175 3.036 2.392  (pg/ml) IQR 2.828 2.541 2.975 2.297 Interleukin-6 (ng/l) Median 233 599 531 482   IQR 439 1.401 619 921 C-reaktives Protein (mg/l) Median 2,6 2,7 2,9 2,5   IQR 7,9 8,6 8,5 7,0 Procalcitonin (µg/l) Median 0,05 0,04 0,02 0,02   IQR 0,15 0,16 0,09 0,05 Ferritin (µg/l) Median 839 1.079 1.710 3.422   IQR 1.622 1.888 2.483 4.202 Löslicher Tumornekrosefaktor- Median 4,6 4,9 6,7 6,9 rezeptor I (ng/ml) IQR 4,0 1,8 2,3 2,2 Lactatdehydrogenase (µkat/l) Median 6,3 6,1 15 48   IQR 8,2 7,3 31 107  Tabelle 1: Messergebnisse der einzelnen Marker zu allen vier Entnahmezeitpunkten.  T0 = Zeitpunkt der Todesfeststellung, T1 = 2 Stunden postmortal, T2 = 24 Stunden postmortal, T3 = 48 Stunden postmortal. Darstellung jeweils der Medianwerte sowie der Interquartilenabstände (IQR, inter quartile range).   
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  Bild 1: Darstellung der Verteilung der Zeitpunkte der Probenasservierung an den verschiedenen Standorten. T0 = Zeitpunkt der Todesfeststellung, T1 = 2 Stunden postmortal, T2 = 24 Stunden postmortal, T3 = 48 Stunden postmortal. Angabe der Medianwerte und Interquartilenabstände (IQR, inter quartile range).  Abbildung aus Ondruschka et al. (2019) Post-mortem in situ stability of serum markers of cerebral damage and acute phase response. Int J Legal Med 133(3): 871-881. doi: 10.1007/s00414-0181925-2.    
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